





主  論  文 
 
 
















緒   言 
BRAF は serine-threonine kinase である RAF ファミリー蛋白の一つであり、MEK を
活性化させる。近年、BRAF 遺伝子の活性型変異が Melanoma をはじめ多くの癌組織
でみられることが報告された。甲状腺癌では、我々を含めいくつかのグループが乳頭
癌において Melanoma についで高頻度（30～50％）に BRAF 遺伝子変異がみられるこ
とを報告した。甲状腺腫瘍での BRAF の変異の特徴は、正常甲状腺や良性甲状腺腫で
は認めず、乳頭癌にのみ見られ、しかも、変異は、ほとんど BRAF exon15 の kinase 
domain コドン 600（ヌクレオチド 1799）に限局している。変異した BRAF 蛋白によ







対象；甲状腺腫瘍の術前症例 21 例と当科で手術を行った甲状腺腫瘍 130 例。甲状
腺腫瘍の切除標本は切除後直ちに－80 度に凍結した。22G 針をつけたシリンジを用い
て通常の穿刺吸引を行った。穿刺吸引細胞は二人の病理医により、乳頭癌 72 例、濾
胞癌 8 例、未分化癌 2 例、濾胞腺腫 18 例、髄様癌 1 例、悪性リンパ腫 2 例、腺腫様




方法；QIAamp DNA Mini Kit を用いて細胞および組織から DNA を抽出し、BRAF
 エクソン 15 に特異的なプライマーを用いて PCR を行った。次に PCR 反応液を Min
Elute PCR Purification Kit を用いて purify し、DNA を、制限酵素（ Xba-I ）で処理
し、10％アクリルアミドゲルで電気泳動を行い、バンドを確認した。Xba-I は TCTAG
A を認識する酵素であり、プライマーは 2 塩基のミスマッチ(下線)をつけることによ
って Xba-I により認識され、Mutant type でのみ切断されるようにデザインした。また、
PCR-RFLP 解析とは別のプライマーを用いて PCR 後、Big Dye Premix を用いて seque
nce PCR を施行した。これを ABI PRISM 3100 にてシークエンス解析した。 
 
結   果 
今回用いた、PCR-RFLP 法の精度検定では、Mutant allele と Wild allele の比が 1：35
でも検出可能であった。 
甲状腺組織からの穿刺吸引細胞サンプル 130 症例の PCR-RFLP 解析では、BRAF 変





から PCR-RFLP 法で BRAF 変異を検索し、細胞診で suspicious であった 1 例で BRAF
変異陽性であり、術後病理診断は乳頭癌であった。 
BRAF 変異と TMN 病期分類との関連では、stage4 との関連は明らかではなかった
ものの、stage1 から stage3 までは BRAF 変異と有意な相関を認めた。 
さらに、BRAF 変異と腫瘍サイズの相関を見たところ、1cm 以下と 3cm 以上で有意
差を認めた。 
 
考   察 
甲状腺腫瘍組織を用いた吸引細胞による BRAF 変異解析により、良性腫瘍では全く
変異をみとめず、乳頭癌の 51.4％に変異を認めた。今回の解析方法 PCR-RFLP では、





用いての PCR-RFLP 法による BRAF 変異解析は、簡便かつ信頼性の高い方法として日
常臨床で施行可能であり、今後甲状腺乳頭癌の細胞診の補助診断として、また進行度
予測因子、治療法の選択などに臨床応用されることが期待できる。 
 
 
 
